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亲 系 识别 在 社会 性 昆虫 繁衍 、 维 持 社 群 的 生命 力 和 个 体 间 的 通讯 协作 等 方面 具有 重要 作用 。 不 少 学 者 已 
应 用 气相 色谱 和 行为 观察 方法 分 析 了 几 种 社会 性 昆虫 的 亲 系 识别 现象 、 识 别 能 力 及 其 化 学 本 质 ， 但 在 揭示 其 
遗传 背景 方面 的 研究 较 少 !-? 。 作 者 对 采 自 西安 地 区 陕西 师范 大 学 校园 和 长 安县 不 同 梨 穴 的 日 本 己 背 蚊 进 行 
了 攻击 行为 测试 和 RAPD-PCR 分 析 ， 虽 在 探讨 它们 的 亲 系 识别 能 力 及 其 租 传 背景 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 蚂蚁 

实验 所 用 日 本 弓 背 蚁 Camponotus japanicus 大 型 工 蚁 〈 即 兵 蚁 ) 于 1997 ££ 5 月 分 别 采 自 陕西 师范 大 学 校 
园 、 陕 西 师范 大 学 校外 体育 场 、 长 安县 等 共 6 个 梨 穴 〈 表 1)， 采 集 后 带 回 实验 室 ， 进 行 攻 击 行为 实验 ， 然 后 
将 供 试 个 体 保 存 于 100 和 乙醇 中 ， 以 进行 RAPD-PCR 分 析 。 
1.2 攻击 行为 测定 

在 蚂蚁 的 行为 识别 过 程 中 ， 按 攻击 性 程度 的 强 弱 ， 将 攻击 行为 划 为 3 个 等 级 : 强攻 击 、 弱 攻击 、 亲 
合 扫 。 强 攻击 指 两 个 体 遭 遇 后 ， 触 角 几 乎 未 碰 到 一 起 就 开始 互相 咬 击 ， 或 追逐 叮咬 ， 或 互相 蚁 在 一 起 长 时 间 
不 分 开 ， 有 时 腹部 呈 C 形 弯 曲 时 毒 ， 弱 攻击 ， 指 两 个 体 遭 遇 ， 和 触角 碰 击 后 迅速 分 开 ， 有 时 张开双 上 额 相 威 胁 ， 
但 不 互相 叮咬 ， 或 自行 其 事 : 亲 合 ， 两 个 体 遭 遇 后 相安 无 事 ， 彼 此 照顾 ， 有 时 发 生 交 哺 〈mutual nursing) 现 
象 。 取 不 同和 巢穴 的 大 型 工 蚁 各 一 头 置 于 一 垫 有 滤纸 的 培养 下 中 ， 自 两 头 蚂蚁 第 一 次 相遇 后 ， 记 录 3 min 内 各 
级 攻击 次 数 和 彼此 咬 住 的 持续 时 间 。 每 两 梨 穴 间 取 不 同 个 体重 复 10 次 。 按 识别 过 程 中 的 能 量 分 布 状况 “4 ， 
每 咬 住 3 秒 视 为 一 次 强攻 击 ， 每 喷 一 次 毒 视 为 3 次 强攻 击 ， 每 5 次 弱 攻 击 视 为 一 次 强攻 击 ， 分 析 攻 击 性 强 弱 
与 梨 穴 间距 离 的 关系 。 
1.3 基因 组 DNA 的 提取 

蚂蚁 基因 组 DNA 提取 方法 由 Qiao 等 ”改进 而 来 ， 所 有 样品 均 为 100% 乙醇 浸泡 标本 。 取 单 头 蚂蚁 ， 去 头 
腹 ， 置 于 1.5 mL 离心 管 中 ， 加 入 300 uL AKR CS 25 mmol/L NaCl, 25 mmol/L EDTA, 1% SDS, 50 mmol/L Tris- 
HCl pH 8.0) 33; 65*C7K38 45 min; 加 入 等 体积 3 mol/L pH 4.5 KAc， 冰 上 放置 1h 以 上 ; 12000 r/min 离心 15 
min， 移 上 清 液 于 另 一 离心 管 中 ; 加 入 RNA 酶 97 水浴 1 h; 酚 抽 提 ， 取 上 层 水 相 于 男 一 离心 管 中 ， 无 水 乙醇 
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沉淀 ;70% 酒精 洗涤 沉淀 ， 凉 干 ; 加 入 100 oL TE ， 充 分 溶解 后 于 4%C 保存 备用 。 
1.4 PCR 反应 体系 

到 应 体积 为 25 uL ， 其 中 含 模 板 DNA 约 25 ng; dNTPs 25 pmol/L, EILAS H (CR 2) 20 ng，2 mmol/L 
Mg, 0.0196 PHR, Taq DNA 聚合 酶 1U; 加 样 混 匀 后 加 入 25 uL ^e d dh ss. 样品 于 PE-480 PCR 仪 中 扩 增 ， 
94*C 5 min 后 进入 循环 : 94% I mins 36% 1 min、72% 2 min， 共 45 个 循环 : 然后 72°C 5 min- 








X1 供 试 蚂蚁 样品 表 2 RAPD 引物 
Table 1 Ant colonies for test Table2 Primers for RAPD 
SX 末 集 地 点 采集 时 间 ( 年 .月 ) 引物 序列 〈S' 一 37) 
Colonies Collected location Time (Year. Month) Primer Sequence (5'—3') 
Xi 陕西 师范 大 学 校园 9 1997.5 OCi8 TGAGTGGGTG 
" OPC-20 ACTTCGCCAC 
X3 陕西 师范 大 学 校园 9 1997.5 
OPD-2 GGACCCAACC 
T ”陕西 师范 大 学 校外 体育 场 @ 1997.5 ee tere d nic 
C1 西安 市 长 安县 1997.5 OPD-13 GGGGTEGACGA 
C2 西安 市 长 安县 四 1997 5 OPD-15 CATCCGTGCT 


(D campus of Shaanxi Normal University: © the playground outside 
Shaanxi Normal University: (3) Chang an County of Xi'an 
1.5 产物 检测 分 析 及 数据 处 理 

扩 增 产物 在 含 溴 化 乙 锭 (EB) 的 1.2% 琼 脂 糖 凝 胺 上 水 平 电泳 ,标准 分 子 量 为 ADNA Hind lll + EcoR L » 
电泳 缓冲 液 为 0.5 x TBE， 恒 压 4 Viem， 电 泳 结束 后 紫外 照相 ， 并 于 EAGLEEYE- l| 紫外 透射 仪 上 读 带 。 读 带 
后 计算 共享 市 率 S, 〈 义 称 相似 性 指数 )，5S; =2N (N+ N) EFP N,. N 分 别 为 来 自 i、j 个体 的 电泳 带 的 
数目 ，N; 为 二 省 共享 带 的 数目 。 读 带 数 据 输入 RAPD-PHLIPY 软件 包 进 行 统计 分 析 ， 计 算 Nei 氏 无 偏差 遗传 距 
离 CNei' s unbiased distance) 


2 结果 和 讨论 
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2.4 攻击 性 与 识别 能 

攻击 行为 是 蚁 群 社会 性 行为 中 的 一 种 主要 识别 
行为 方式 ， 在 种 群 的 建立 、 扩 大 和 防卫 过 程 中 具有 
重要 作用 ; 在 种 及 种 下 分 类 中 也 有 一 定 的 应 用 '*!。 
从 图 1 和 表 3 可 以 看 出 ， 随 着 巢穴 间距 的 加 大 ， 不 
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强 放 而 次 数 
Times of powerful 


s [8] CACH A S EE IBCTI P8 [8] B] JC ve ER SERIE T ERAS 
0 i 2 3 r 5 明显 的 变化 。 相 距 150 m 以 内 的 梨 穴 间 个 体 有 不 同 
集 间 对 数 地 理 距离 (m) 比例 的 亲 合 现象 发 生 ， 相 距 400 m UA HIRR EA 

Log geograhpic distance 体 的 攻击 性 随地 理 距离 增 大 而 加 强 ， 当 业 穴 间距 达 


between colonies 


到 400 m 以 上 时 ， 攻 击 性 程度 进入 一 个 平台 期 ， 变 
化 较 小 。 在 梨 穴 间距 400 m 范围 内 ， 攻 击 性 强 弱 与 
巢穴 间距 相关 显著 (P <0.05，r = 0.99)。 由 于 蚁 后 
在 蚁 群 气味 的 形成 中 起 着 关键 作用 "5* ， 而 日 本 己 背 
B EL S IE RPEEXUEU!, 150 m ARERIA EE 





图 1 不 同 距离 梨 穴 蚂 蚊 间 3 min 内 的 强攻 击 次 数 
Fig. 1 Times of powerful aggression in 3 minutes between 


individuals from colonies at different distances 
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亲 合 现象 发 生 ， 提 示 这 些 梨 穴 的 个 体 间 亲缘 关系 较 近 ， 蝎 穴 间 距 在 400 m 以 上 后 ， 不 再 有 亲 合 现象 发 生 ， 攻 


击 程度 明显 加 强 且 进入 平台 期 ， 可 推测 该 种 昭 蛟 婚 飞 时 一 次 最 远 距离 在 400 上 左右 ， 这 对 于 蚂 蚊 种群 遗 传 结 
构 变 化 和 种 群 动态 的 研究 具有 人 重要 价值 。 


表 3，” 间 间 蚂 蚊 的 攻击 行为 测试 * 
Table 3 Test of aggressive behavior 


ak e & [8] TEC m2 强攻 击 (次 ) E {ERT IEC sD 距 毒 5 次) REOR) 杀 合 
Colony for Distance Powerful Biting Poisoning Inferior Intimacy 
test between aggression period C times) aggression 
colonies (times) C times) 

XL X2 50 7.12 +0.03 0 0 6.62 +0.08 0.80 € 0.01 
XL T 150 13.89 + 0.05 15.02 +0.09 1.28 + 0.02 5.7 x 0.08 0.30 € 0.01 
Xl, X3 400 20.98 + 0.05 50.08 +0.13 1.91 + 0.02 1.90 x 0.07 0 

XL Cl 6 000 21.53 +0.05 46.72 x 0.12 3.53 + 0.02 2.28 +0.08 0 

Xl; C2 30 000 23.46 + 0.04 48.06 x 0.15 2.87 +0.02 3.68 +0.08 0 


# 表 中 数据 为 测试 3 min 的 平均 值 + 标准 差 The data in the table are means + SD tested within three minuets 


2.2 ”识别 能 力 与 莫 穴 间 亲 毕 关 系 

RAPD-PCR 技术 可 很 快 检测 到 DNA 多 态 性 ， 快 捷 方 便 ， 因 此 它 在 遗传 标记 、 基 因 定 位 、 基 因 图 谱 构 建 、 
物种 亲缘 关系 ， 特 别 是 在 种 或 种 下 的 分 类 中 有 相当 广 的 应 用 前 景 *1。 本 实验 从 Opo Opd 系列 40 个 引物 中 筛 
选 出 了 扩 增 结果 稳定 、 江 穴内 差异 较 小 、 灌 穴 间 差异 较 大 的 7 个 长 度 为 10 个 碱 基 的 随机 引物 ( 表 2)， 对 所 
选 样品 进行 了 RAPD-PCR 分 析 (图 25, 7 种 引物 ， 共 扩 增 出 68 条 带 ， 分 子 量 为 300 ~ 30 000 bpa 


M CK Xl-l Xl-2 Xl-3 Xl-4 C2 





图 2 Rp. RR) THE RAPD 结果 比较 (Ope-18) 
Fig. 2 Comparison of RAPD-PCR results amplified by the primer Opc-18 between individuals 
from the same and different colonies 
M: 标准 分 子 量 DNA standard molecular weight marker; CK: 空白 对 照 the blank control; 
XI. XI2.. X13. X14 29 & X1 TRAE 
XI-1l; XI-2; X1-3 and X1-4 are different individuals from the colony Xl: 
C2. 29 K g2 - PE. C2 is an individual fram the colony C2 
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XI 
K2 
X3 
T 
Cl 
C2 


XI 


0.744 
0.685 
0.641 
0.638 
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表 4 ÉRADBGERSGRAGEfUBE * 
Table 4 Average bands sharing indexes and genetic distance coefficient among colonies 
X2 X3 T Cl C2 

0.173 0.318 0.351 0.336 0.397 
0.255 0.342 0.415 0.491 

0.725 0.446 0.436 0.474 

0.634 0.592 0.262 0.465 

0.571 0.605 0.677 0.297 

0.595 0.659 0.597 0.659 


0.616 


< 下 三 角 部 分 为 共享 带 罕 ， 上 三 角 部 分 为 遗传 距 高 系数 
The lower part is average bands sharing indexes; and the upper part is genetic distance coefficient 


X3 


X2 XI 


M 


T 


Cl C2 CK 


图 3 引物 Opd-2 扩 增 的 RAPD-PCR 结果 
Fig. 3 RAPD-PCR results amplified 
by the Opd-2 primer 


由 图 2 可 以 大 出 ， 灌 穴 X1 89 A AARS — 
REHAR, MER C2 与 XI KB DEI SE SER 
X. El, RIUN 10 头 蚂蚁 基因 组 DNA 混合 
样 为 模板 进行 了 RAPD-PCR 分 析 。 扩 增产 物 在 1.296 
的 琼脂 粮 秦 胶 上 能 分 出 清晰 的 带 (图 3)。 根 据 读 带 
数据 进行 计算 及 统计 ， 得 到 梨 穴 间 个 体 得 传 距 离 及 共 
FPE (Rp). ARR, ARX E XOT RD 
AXE, EROS X2 间 亲 缘 关 系 最 远 。 同 攻击 
行为 测试 一 样 ， 以 X1 个 穴 为 参照 ， 随 着 巢穴 间距 的 
加 大 ， 遗 传 距离 逐渐 增 大 ， 共 享 带 率 则 降低 。 统 计 分 
析 显 示 ， 攻 击 性 程度 与 焉 传 距离 间 有 显著 相关 性 (Pp 
<0.01，r =0.94)， 说 明 昌 然 环 境 因素 对 识别 行为 的 
影响 不 容 忽视 542， 行为 识别 受 遗 传 因 素 影响 较 大 。 
而 梨 穴 间 地 理 距离 和 遗传 距离 间 没 有 显著 相关 性 


(P>0.10，r=0.60)， 提 示 日 本 司 背 蚁 曲 穴 间 有 较 强 的 基因 交流 ， 但 对 于 有 具体 的 基因 交流 状况 还 需 进 一 步 研 
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